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PEROKSYDACJA LIPIDOW PLYTEK KRWI SWINI
STYMULOWANA DZIAELANIEM CIS- | TRANSPLATYNY

Badano w warunkach in vitro wptyw cisplatyny (CDDP) o stezeniu 20 /(M
i transplatyny (TDDP) o stezeniach 20 i 200 {iM na peroksydacje lipidow btony
ptytkowej. Cisplatyna (20 /iM), jak i jej izomer - trans- (200 {M) - powoduje
wzrost poziomu zwigzkéw reagujacych z kwasem tiobarbiturowym (TBAJR.S), a hiper-
termia poteguje ten proces. Stwierdzono rédwniez, ze glutation ma ochronne wasciwosci
i redukuje proces peroksydacji lipidow plytkowych wywotany dziataniem CDDP.

1. WSTEP

Cisplatyna (cis-diaminodichloroplatyna I1lI, CDDP) jest waznym, po-
wszechnie stosowanym czynnikiem chemoterapeutycznym. Uwazana jest za
najbardziej efektywnie dziatajgcy lek antynowotworowy, a za jej aktywnosc
antynowotworowg jest odpowiedzialna przede wszystkim reakcja z DNA
[16], Znaczenie decydujace o aktywnos$ci biologicznej kompleksow platyny
majg ich addukty z zasadami azotowymi DNA [11]. Cisplatyna reaguje ze
zwigzkami zawierajacymi wolne grupy sulfhydrylowe, w tym aminokwasy
zawierajace siarke, a takze wchodzi w potgczenie z biatkami [4, 9, 14].

Chociaz CDDP jest bardzo skutecznym i silnym lekiem cytostatycznym
stosowanym od wielu lat przy leczeniu roznych nowotworéw, to kliniczne
zastosowanie tego leku jest ograniczone, m. in. ze wzgledu na dziatanie
uboczne. Cisplatyna jest silnie nefrotoksyczna [16] i poza tym moze wywotywac
anemie, leukopenie i trombocytopenie [5, 7, 8, 10].

CDDP powoduje powstawanie wolnych rodnikéw, ktére wchodzg w reak-
[15, 20]. Proces ten moze powodowac zaktdcenie w funkcjonowaniu wielu
komorek.

Jak wykazaly wczes$niejsze badania prowadzone w naszym laboratorium
cisplatyna w warunkach in vitro stymuluje powstawanie wolnych rodnikéw
i wywoluje peroksydacje lipidow ptytek krwi [18, 19]. Mechanizm dziatania
zwigzkdw platyny na ptytki krwi nie jest wyjasniony. Pytki krwi cztowieka
sg bezjadrzastymi komdérkami, ktére pelnig istotng role w hemostazie. Ich



aktywacja przejawiajgca sie adhezjg do $ciany naczynia krwionosnego,
agregacjag i sekrecjg zmagazynowanych zwigzkéw moze by¢ pobudzona
przez niektére komorki nowotworowe [3]. Plytki krwi uczestniczg rowniez
w tworzeniu przerzutéw nowotworowych, a inhibitory aktywacji ptytek krwi
wplywajg na zahamowanie procesu metastazy.

Przeprowadzone badania in vitro mialy na celu poréwnanie dziatania
izomerdw cis- i transplatyny na proces peroksydacji lipidow plytek krwi
$wini i osocza, zachodzacy w réznej temperaturze, a takze ustalenie roli
glutationu w tym procesie.

2. METODY

Plytki krwi otrzymywano metodg wirowania réznicowego krwi Swini
pobranej na roztwér ACD (65 mM kwas cytrynowy, 85 mM cytrynian
sodu, 110 mM glukoza) (1 objetos¢ ACD : 5 objetosci krwi). Zawiesine
przemytych dwukrotnie komorek w zmodyfikowanym buforze Tyroda
(0,15 M NaCl w 0,014 M Tris - HC1, 5 mM glukoza, pH 7,4) oraz plytek
krwi zawieszonych w osoczu ubogoptytkowym inkubowano z cis- i trans-
platyng o stezeniu 0,1 do 200 /;M oraz seleninem sodu (20 (iM) (czas
inkubacji od 0-24 h, temperatura 25°C, 37°C i 41,5°C), a nastepnie oznaczano
poziom zwigzkéw reagujacych z kwasem tiobarbiturowym (TBARS) [17].
Badano réwniez wpltyw izomerdw platyny na poziom TBARS w osoczu.
Biatko oznaczano zmodyfikowang metodg Lowry’ego [6].

Odczynniki chemiczne stosowane w pracy, takie jak: cisplatyna, trans-
platyna i selenin sodu pochodzity z firmy ,,Sigma”.

Do analizy statystycznej zastosowano sparowany test t-Studenta. Wyniki
przedstawiono jako wartosci $rednie z odchyleniem standardowym (SD).

3. WYNIKI

Wykazano, ze cisplatyna stosowana w stezeniu 10-100 /;M stymuluje
proces peroksydacji lipidow ptytek krwi Swini w sposdéb zalezny od stezenia
i czasu dziatania (p < 0,001), natomiast transplatyna stosowana w tych
samych dawkach tylko w nieznacznym stopniu wplywa na ten proces
(rys. 11 2).

Przy niskim stezeniu (20 fiM) wykazuje dziatanie antyoksydacyjne
i obniza TBARS (p < 0,001) (rys. 2). Przy wysokim stezeniu (200 ¢¢M)
TDDP wyraznie utlenia lipidy ptytkowe (p < 0,001) (rys. 2). Proces jest
zahamowany w obecnosci seleninu sodu o stezeniu 20 /;M (rys. 3).
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Rys. 2. Wytwarzanie TBARS w ptytkach krwi kontrolnych (autoperoksydacja) oraz po
inkubacji z CDDP (20 /iM), TDDP (20 i 200 ;tM) (25°C)
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Rys. 3. Poziom TBARS w ptytkach krwi: 1) kontrolnych (O0) oraz 2) inkubowanych z TDDP (200
fiM) (O) 3) TDDP (200 /¢M) i seleninem sodu (20 /;M) dodawanymi réwnoczesnie (V) i 4)
w ptytkach preinkubowanych 10 min z seleninem (20 /iM) i inkubowanych z TDDP (200 /¢M) (°)
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Rys. 4. Poziom TBARS w ptytkach krwi kontrolnych i inkubowanych 30 min z GSH (1 mM),
z CDDP (20 ¢iM) oraz inkubowanych réwnocze$nie z CDDP (20 /tM) i GSH (1 mM) (25°C)
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Rys. 5. Wplyw temperatury na poziom TBARS w ptytkach kontrolnych oraz w ptytkach krwi
inkubowanych z CDDP (20 /;M) i TDDP (20 i 200 \M) (30 min)
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Rys. 6. Wplyw osocza na peroksydacje lipidow ptytek krwi indukowana (30 min, 25 C)

dziataniem komplekséw platyny (CDDP - 20 /;M) i TDDP (20 i 200 ~M). Tworzenie TBARS.

w osoczu (A), w phytkach krwi zawieszonych w osoczu (B) i ptytkach zawieszonych w zmo-
dyfikowanym buforze Tyroda (C)



Zaobserwowano, ze glutation (1 mM) ma ochronny wplyw przed utle-
niajacym dziataniem CDDP (20 /iM) na krwinki plytkowe (rys. 4).

Stwierdzono rowniez, ze wzrost temperatury powoduje podwyzszenie
poziomu TBARS w ptytkach krwi inkubowanych z badanymi izomerami
platyny (p < 0,001) (rys. 5). Wyraznie zaznacza si¢ to w obecnosci
stosowanego stezenia CDDP. W przypadku 30-minutowej inkubacji ptytek
krwi z cisplatyng o stezeniu 20 /iM w temperaturze 41,5°C, poziom markera
peroksydacji lipidow btony plytkowej wzrasta o ok. 45%, w stosunku do
poziomu TBARS rejestrowanego w temperaturze 25°C. W obecnosci trans-
platyny o stezeniu 200 /iM obserwowany wzrost jest nieco nizszy i wynosi
ok. 25% (rys. 5).

Badane zwiagzki platyny wplywajg ponadto na peroksydacje lipidow
osocza (rys. 6).

4. DYSKUSJA

Liczne kompleksy platyny odgrywajg istotng role w terapii nowotworowe;j.
Najpowszechniej stosowanym lekiem jest cisplatyna, ktora od 1984 r. jest
jednym z czeSciej uzywanych zwigzkow antynowotworowych [16]. Jest
kompleksem o strukturze ptaskokwadratowej konfiguracji cis, w ktorej
platyna potgczona jest z dwoma labilnymi ligandami CI i dwiema stabilnymi
w warunkach fizjologicznych grupami -NH3 Transplatyna jest kompleksem
o konfiguracji trans. W przeciwienistwie do cisplatyny nie wykazuje ona
aktywnosci antynowotworowej. Mimo intensywnych badan nad wihasciwosciami
komplekséw platyny, a przede wszystkim izomeru cis, molekularny mechanizm
dziatania tego leku, jego toksyczno$¢ nie sg catkowicie poznane [16, 20].

Terapia antynowotworowa z zastosowaniem cisplatyny o wysokiej dawce
jest czesto ograniczona ze wzgledu na uboczne dziatanie tego leku. Oprécz
nefrotoksycznos$ci, trombocytopenia jest zjawiskiem towarzyszacym terapii
z uzyciem CDDP.

Za aktywno$¢ antynowotworowg cisplatyny odpowiedzialna jest reakcja
leku z DNA komdrki i DNA jest gtowng tarczg dziatania CDDP w komorce
[1, 2]. Cytotoksycznos¢ cisplatyny moze byé spowodowana stresem oksydacyj-
nym komorki, produkcjg wolnych rodnikéw i hamowaniem aktywnos$ci enzy-
maéw biorgcych udziat w zmiataniu wolnych rodnikéw [14, 20]. Prowadzié to
moze miedzy innymi do peroksydacji lipidow i uszkodzenia btony komérkowej.

Hematologiczng cytotoksycznosé cisplatyny zwieksza hipertermia [5, 10].
Zjawisko wzrostu cytotoksycznosci wywotanej tym procesem czesciowo
zalezne jest od zwiekszonego wigczania CDDP do tkanek oraz wzrostu
wigzan krzyzowych z DNA.



Wstepne badania in vitro wykazaty, ze lek stymuluje powstawanie
w phytkach krwi wolnych rodnikéw i inicjuje zalezng od stosowanej dawki
peroksydacje lipidéw. Towarzyszy temu hamowanie aktywnos$ci enzymow
antyoksydacyjnych - peroksydazy glutationowej i dysmutazy ponadtlenkowej
[18, 19],

Przeprowadzone badania potwierdzity, ze w obecnos$ci cisplatyny dochodzi
do powstawania w ptytkach zwigzkéw reagujacych z kwasem tiobarbiturowym
w sposOb zalezny od stezenia tego leku, co wskazuje na zachodzacy pod
wptywem CDDP proces peroksydacji lipidow (rys. 1). lzomer cisplatyny
- transplatyna indukuje proces peroksydacji lipidow plytek w stezeniach
10-krotnie wyzszych. Przy niskim stezeniu TDDP zaobserwowano nawet
zahamowanie autoperoksydacji (rys. 1). Obecno$¢ seleninu w S$rodowisku
inkubacyjnym wptywa hamujaco na inkubowang platyng produkcje zwigzkéw
reagujacych z kwasem tiobarbiturowym (rys. 3). Ta forma selenu wykazuje
dziatanie ochronne przed toksycznym dziataniem zwigzkéw platyny na
ptytki krwi. Potwierdzono wiec, ze selenin redukuje cytotoksyczno$é platyny
[13]. Zaobserwowano rowniez, ze glutation, podobnie jak selenin, ma
ochronny wpltyw przed peroksydacjg lipidow ptytkowych wywotang dziataniem
CDDP (rys. 4). CDDP wnikajagc do komorek na drodze aktywnego transportu,
badz dyfuzji biernej, akumuluje sie przede wszystkim w cytozolu i w mito-
chondriach, gdzie wiekszo$¢ wnikajgcego do komdrek tego zwigzku wchodzi
w interakcje z biatkami, z glutationem tworzy kompleks glutation-platyna,
ktéry moze potegowac toksyczne dziatanie cisplatyny [4, 12]. Cytotoksycznos¢
CDDP wzrasta takze przy obnizonym poziomie GSH w komorce [11].

Stwierdzono, ze podwyzszenie temperatury wzmaga toksyczne dziatanie
kompleksoéw platyny na plytki krwi poprzez zwiekszong produkcje zwigzkow
TBARS (rys. 5). Potwierdzono wiec, ze hipertermia jest jednym z czynnikow
wzmagajacych cytotoksycznos¢ cisplatyny [5, 10].

CDDP, w odr6znieniu do izomeru trans hamuje peroksydacje lipiddw
obecnych w osoczu. Obnizenie poziomu zwigzkéw reagujacych z kwasem
tiobarbiturowym w osoczu pod wptywem CDDP jest statystycznie znamienne
(p < 0,001) (rys. 6).

Jak wykazano, osocze nie ma ochronnego dziatania przed peroksyda-
cja lipidow plytkowych wywotanych dziataniem cisplatyny i transplatyny
0 wysokim stezeniu, jakkolwiek wiadomo, ze kompleksy platyny wchodza
w reakcje z biatkami osocza. Przy stezeniu CDDP 20 //g/iml, Pendyala
1 Creaven [12] stwierdzili, ze ok. 85-88% calej platyny wigze sie z bia-
tkami osocza.

Przeprowadzone doswiadczenia in vitro wykazaly, ze platyna zmienia
metabolizm plytek krwi.

Poznanie dziatania zwiagzkow platyny na metabolizm i funkcje ptytek
krwi pozwoli na stosowanie odpowiedniej terapii uwzgledniajacej efekt



uboczny leku i umozliwi wyjasnienie mechanizmu dziatania tego leku na
inne komorki krwi.
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STIMULATORY EFFECTS OF CIS- AND TRANSPLATIN
ON THE LIPID PEROXIDATION IN PIG BLOOD PLATELETS

The effects of cisplatin (cisdiamminedichloroplatinum 1l) at the concentration of 20 /;M
and transplatin (transdiamminedichloroplatinum II) at the concentrations of 20 /AM and 200



on the lipid peroxidation in pig blood platelets were studied in vitro. Cisplatin (20 jxM)
and transplatin at the concentration of 200 /iM were found to cause a significant increase of
thiobarbituric add reactive substances (TBARS).

We have demonstrated, that cisplatin - induced platelet lipid peroxidation was enhanced
by hypertermia and the presence of plasma had no protective effect on dsplatin or transplatin
- stimulated TBARS generation in pig blood platelets. The extracellular GSH (1 mM) protects
against dsplatin - induced lipid peroxidation in blood platelets measured as TBARS.



